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Povzetek 
V diplomskem delu smo vrednotili celično linijo PC-12, ki predstavlja dober nevrološki 
model za raziskavo nevrodegenerativnih bolezni. Analize smo opravili s pretočno 
citometrijo s sočasnim zajemanjem slike. Slikovni citometer ImageStream združuje 
kovencionalno pretočno citometrijo in sodobno fluorescenčno mikroskopijo. Omogoča 
multiparametrične analize, s katerimi lahko hitro in učinkovito karakteriziramo lastnosti 
posameznih celic, kot so velikost, oblika, tekstura, granuliranost in intenzivnost 
fluorescence. 
Celice smo označili s fluorofornimi označevalci (DAPI, Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 633, 
TRITC) neposredno, s faloidinom ali posredno s protitelesi. S pomočjo programske opreme 
IDEAS preučili delež živih celic PC-12 ter distribucijo aktina, cistatina C in katepsina X. 
S statistično analizo (določitev vrednost RD) smo na podlagi fenotipskih značilnosti celic 
ovrednotili subpopulacije in posamezne celice. Intenziteto fluorescence smo določili pri 
permeabiliziranih in nepermeabiliziranih celicah. Višje vrednosti intenzitete signala smo 
zaznali pri permeabiliziranih celicah, saj označena protitelesa lahko vstopijo v celice le, če 
je njihova membrana permeabilizirana. 
 
Ključne besede: pretočna citometrija, sočasno zajemanje slike, PC-12, fluorescenca 
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Abstract 
In our thesis, we studied the PC-12 cell line, which represents a good neurological model for 
the research of neurodegenerative diseases. Analyses were performed using imaging flow 
cytometry. The ImageStream imaging cytometer combines conventional flow cytometry 
with modern fluorescence microscopy and allows multiparametric analyses of cell features, 
such as shape, texture, size, granularity and fluorescence intensity.  
Cells were labelled with fluorophores (DAPI, Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 633, TRITC) 
directly, with phalloidin or indirectly with antibodies. Using the IDEAS software, we 
determined the portion of live cells and the distribution of actin, cystatin C and cathepsin X. 
With statistical analysis (determination of RD value) of phenotypic cell characteristics we 
studied subpopulations and individual cells. The fluorescence intensity was measured on 
permeabilised and non permeabilised cells. Higher signal strength was detected in 
permeabilised cells, as membrane permeabilisation allows labelled antibodies to enter into 
the cells. 
 
Key words: Flow cytometry, simultaneous imaging, PC-12, fluorescence 
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Seznam okrajšav 
Aβ   amiloid beta  
AD   Alzheimerjeva bolezen (ang. Alzheimer's disease) 
APP  amiloidni prekurzorski protein 
BACE  β-sekretaza (ang. ''beta-site APP cleaving enzyme) 
ATP  adenozin-5'-trifosfat 
BSA  goveji serumski albumin (ang. Bovine Serum Albumine) 
cisC  cistatin C 
CCD  vrsta digitalne kamere (ang. charge-coupled device) 
CTFβ/C99 C-terminalni fragment APP 
Da   dalton 
DAPI  fluorofor 4',6- diamidino-2-fenilindol 
DMSO  dimetil sulfoksid 
EDF  izboljšana globina polja (ang. extended depth of field) 
EDTA  etilendiaminotetraocetna kislina 
FBS  fetalni goveji serum (ang. fetal bovine serum) 
HS  konjski serum (ang. horse serum) 
mAb  monoklonsko protitelo (ang. monoclonal antibody) 
pAb  poliklonsko protitelo (ang. polyclonal antibody) 
PBS  fosfatni pufer (ang. Phosphate Buffered Saline) 
RD  razmerje diskriminant (ang. Fisher discriminant ratio) 
RMS  koren povprečja kvadratov (ang. root mean square) 
RPM  obratov na minuto (ang. revolution per minute) 
sAPPβ  N-terminalni fragment APP 
TDI  integriranje s časovnim zamikom (ang. time delay integration) 
TRITC  fluorofor tetrametilrodamin  
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1 UVOD IN OPREDELITEV PROBLEMA 
Tehnološki napredek ter podaljševanje življenjske dobe bistveno spreminjata starostno 
sestavo moderne družbe. Eden največjih problemov sodobnega časa je staranje prebivalstva 
in s starostjo povezane bolezni, med katere štejemo tudi Alzheimerjevo bolezen (AD), ki 
prizadene možganske celice in je zaenkrat še neozdravljiva. AD je najpogostejši vzrok za 
demenco in upad kognitivnih funkcij ter se s starostjo poslabšuje (1,2). V zadnji fazi bolezni 
so bolniki popolnoma odvisni od pomoči negovalca. Raziskave vzrokov bolezni in iskanje 
možnosti zdravljenja AD in drugih nevroloških bolezni so zato ključnega pomena. Zaradi 
sposobnosti diferenciacije v nevrone se med drugimi uporablja tudi celična linija PC-12, ki 
smo jo v diplomskem delu vrednotili s pretočno citometrijo s sočasnim zajemom slike (3).   
1.1 Celična linija PC-12  
Celice PC-12 so uveljavljen celični model za preučevanje nevrodegenerativnih bolezni. Leta 
1976 je ameriškima znanstvenikoma uspelo izolirati kromafinske celice (lat. 
pheochromocytoma - od tod okrajšava PC) iz tumorja sredice podganje nadledvične žleze in 
pripraviti nesmrtno celično linijo PC-12, ki so jo od takrat uporabili že v številnih raziskavah 
(3). Po dodatku živčnih rastnih dejavnikov se proliferacija celic PC-12 ustavi in se začne 
proces diferenciacije, v katerem pride do spremembe fenotipa celice iz okroglih celic v 
nevronu podobne celice z izrastki, značilnimi za živčne celice. Zaradi te lastnosti se danes 
pogosto uporablja za preučevanje nevroprotektivnih učinkov in celične signalizacije (4). 
1.2 Slikovna pretočna citometrija 
Konvencionalna pretočna citometrija je bila prva metoda, ki je omogočala analizo večje 
populacije preiskovanih objektov v razmeroma kratkem času. Ima veliko statistično moč in 
daje dobro predstavo o fizikalnih in kemijskih lastnostih celice, a je njena glavna 
pomanjkljivost nezmožnost pridobivanja slik celic. 
Pretočna citometrija s sočasnim zajemom slike, poznana tudi kot multispektralna 
slikovna pretočna citometrija, predstavlja novo obdobje v celični biologiji. Je hibridna 
tehnika, ki združuje lastnosti konvencionalne pretočne citometrije s prednostmi sodobne 
fluorescenčne mikroskopije, saj omogoča objektivne in sofisticirane analize preiskovanih 
objektov (celic) s hkratno visoko prostorsko ločljivostjo (5). 
Začetki slikovne pretočne citometrije segajo v 70. leta prejšnjega stoletja, ko so dr. Leon 
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Wheelss in njegovi sodelavci na univerzi v Rochersterju razvili prvi slikovni pretočni 
citometer. Ta se je po zmogljivosti bistveno razlikoval od trenutno dostopnih aparatur, saj je 
z dvema detektorjema omogočal le analizo preprostih vzorcev. Naslednja prelomnica v 
razvoju slikovne pretočne citometrije je sledila po več kot 20 letih, z instrumentom 
ImageStream, ki ga trži podjetje Amnis, zdaj del EMD Millipore (Luminex). Slikovni 
citometer ImageStream ima izboljšan optični in detekcijski sistem ter orodja za merjenje 
premikajočih se celic. Prva generacija slikovnih citometrov ImageStream je omogočala 
slikanje celic pri stalni 40-kratni povečavi, sočasno pa so lahko posneli le 4 fluorescentne 
slike preiskovanega objekta. Pri delu je analize omejevala tudi pomanjkljiva avtomatizacija 
sistema ter razmeroma nizka hitrost pridobivanja informacij. Nekaj let kasneje je 
znanstvenikom uspelo razviti drugo generacijo instrumenta (ImageStream MKII), ki se 
uporablja še danes in ima odpravljene pomanjkljivosti ter dodelane specifikacije. 
ImageStream MKII omogoča pridobitev večje količine podatkov v krajšem času pri treh 
različnih povečavah (20×, 40×, 60×), odvisno od velikosti analiziranih celic (6).  
Za razliko od konvencionalne pretočne citometrije, je ImageStream slikovni citometer 
zasnovan tako, da lahko sočasno posname do 12 različnih slik posamezne celice (na 12 
kanalih na detektorju), neposredno v toku tekočine in hitrostjo do 5000 slik na sekundo (7). 
S slikovno pretočno citometrijo lahko zelo natančno določimo lokacijo proteinskih struktur 
in organelov znotraj celice. Omogoča multiparametrične analize, s katerimi lahko hitro in 
učinkovito karakteriziramo obliko, velikost, granuliranost, teksturo, intenzivnost fluoresce-
nce in druge lastnosti posameznih celic znotraj več milijonskih populacij celic (5). 
1.3  Alzheimerjeva bolezen 
Alzehimerjeva bolezen (AD) je kompleksna kronična bolezen, ki nastane zaradi 
progresivnega odmiranja nevronov v možganih. AD uvrščamo med nevrodegenerativne 
bolezni, za katere je značilno, da se stanje bolnika s časom poslabšuje, učinkovite vzročne 
terapije pa še ni. Incidenca bolezni raste s starostjo in prizadene predvsem starejši del 
populacije. Po nekaterih podatkih naj bi AD imelo približno 5 % ljudi, starejših od 65 let, in 
kar 20 % starejših od 80 let (8). Za dve tretjini vseh demenc je odgovorna AD, za katero je 
značilno prekomerno kopičenje amiloidnih depozitov zunaj celic, nevrofibrilarnih pentelj 
znotraj celice ter izguba nevronov in zmanjšanje števila sinaps.  
Poznamo dve obliki Alzheimerjeve bolezni; familiarno oz. dedno obliko, ki se deduje 
avtosomno dominantno in predstavlja manj kot 10 % vseh diagnoz. Za to obliko je značilno, 
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da se pojavi v zgodnji življenjski dobi, njeno napredovanje pa se bistveno ne razlikuje od 
pogostejše, sporadične oblike AD (2,9,10). Pravi vzrok za razvoj bolezni še ni znan, poznani 
pa so nekateri dejavniki, ki doprinesejo k večjemu tveganju za nastanek AD. Med ljudi z 
višjo verjetnostjo razvoja štejemo sladkorne bolnike tipa II, tiste ki so v preteklosti doživeli 
srčni infarkt in osebe, ki so v življenju utrpele poškodbe glave. Bolezen je nekoliko pogosteje 
zastopana pri ženskem delu populacije.  
AD je ime je dobila po nemškem psihiatru in nevrologu dr. Aloisu Alzheimerju, ki je v 
možganih bolnice, ki je trpela za progresivno demenco, prvič identificiral nekatere 
spremembe na možganih, značilne za AD. S pomočjo mikroskopa je v korteksu in 
hipokampusu možganov določil amiloidne plake in nevrofibrilarne pentlje (2). 
Zgodnje prepoznavanje AD je še zmeraj težavno, predvsem zaradi velike podobnosti 
med pričakovano pozabljivostjo starostnikov in začetno fazo AD. Bolezen navadno poteka 
v treh fazah. V prvi fazi, imenovani tudi zgodnja faza AD, imajo bolniki probleme predvsem 
s kratkotrajnim spominom, medtem ko je njihov dolgotrajni spomin neprizadet. Bolniki so 
v tem stadiju bolj vznemirjeni, depresivni in izgubijo zanimanje za nekoč ljube aktivnosti. Z 
napredovanjem v drugo fazo, bolezen prizadene področja v možganih, ki so odgovorna za 
logično mišljenje, nadzor govora in prostorsko orientacijo. V zadnji, tretji fazi AD bolniki 
ne prepoznajo več niti svojcev in postanejo popolnoma odvisni od pomoči negovalcev. 
Celotno stanje otežuje dejstvo, da se bolniki sami ne zavedajo AD in jo celo zanikajo. 
Njihovo vedenje je lahko agresivno, prav tako izgubijo naučene socialne veščine. Senilni 
plaki in nevrofibrilarne pentlje so v tej fazi prisotne po celotnih, že močno atrofiranih 
možganih. Bolniki z napredovano AD najpogosteje umrejo za aspiracijsko pljučnico, ki 
nastopi kot posledica motenj pri požiranju. Povprečna življenjska doba po diagnosticiranju 
bolezni je od 8 do 20 let. 
Bolezenske znake AD lahko trenutno zdravimo le simptomatsko, saj vzročne terapije še 
ne poznamo. Za bolnika je najbolj primerno mirno okolje, v poznejših fazah pa sta potrebni 
neprestana nega in nadzor bolnika.  
1.4  Amiloid beta – Aβ 
Za razlago potencialnih mehanizmov za nastanek AD obstaja več teorij, med njimi je 
tudi t. im. amiloidna hipoteza, ki predvideva, da je glavni vzrok za nastanek AD agregacija 
netopnega depozita amiloida beta (Aβ) v amiloidne plake v predelih možganov. Prisotnost 
amilodinih plakov sama po sebi še ni nujno indikator bolezni, saj so ti prisotni tudi pri 
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starejših ljudeh, ki nimajo diagnosticirane AD in so normalni produkti celičnega 
metabolizma (11). Aβ je polipeptid, večinoma sestavljen iz 40 (Aβ40) ali 42 (Aβ42) 
aminokislin. Njegova primarna funkcija še ni bila povsem pojasnjena, saj študije na živalih 
niso pokazale, da bi odsotnost Aβ vplivala na fiziološke procese. Čeprav je oblika Aβ40 
pogostejša v možganih, pa oblika Aβ42 prevladuje v amiloidnih plakih, saj zaradi večje 
hidrofobnosti lažje agregira in tvori fibrile (12). 
Aβ nastane s proteolitičnim razcepom amiloidnega prekurzorskega proteina (APP). Ta 
se razteza preko membrane, ki loči protein na daljši zunajcelični glikoziliran N-konec in 
krajši C-končni del. Primarna funkcija APP še ni povsem razjasnjena, po nekaterih 
raziskavah naj bi ta protein reguliral plastičnost možganov in transport železa. Čeprav se 
izraža v mnogih tkivih, je njegova koncentracija največja v sinapsah nevronov, kjer ima 
pomembno vlogo pri nastanku AD. APP nastaja v endoplazmatskem retikulumu, od koder 
se transportira do golgijevega aparata, kjer dokončno dozori. Nadalje se prenese do 
plazemske membrane, kjer poteka njegova razgradnja do amiloidnih komponent, s pomočjo 
β- in γ-sekretaze. β-sekretaza (BACE) je aspartatna proteaza, ki se v največji meri izraža 
prav v nevronskih celicah v možganih. Poznamo dve obliki tega encima BACE1 in BACE2, 
med katerima je BACE1 v večji meri odgovoren za nastanek amiloidnih komponent, saj je 
njegovo izražanje v možganih večje (11,13,14). 
1.5 Cistatin C 
Cistatin C (cisC) je protein, ki ga sestavlja 122 aminokislin dolgo zaporedje z 
molekulsko maso 13-kDa. CisC proizvajajo vse celice z jedrom, prisoten pa je v vseh 
telesnih tekočinah in tkivih, zlasti možganskem. Sodi med sekrecijske proteine in se v 
zunajcelični prostor izloča bodisi po klasični sekretorni poti, bodisi s pomočjo stabilnih 
zunajceličnih veziklov - eksosomov (12). 
CisC je zaviralec cisteinskih proteaz (katepsinov), ki skrbijo za uravnoteženo 
proizvodnjo in razgradnjo proteinov. Vsebnost cisC je v cerebrospinalni tekočini petkrat 
višja kot v serumu, kar priča o njegovi pomembnosti pri možganskih procesih. Njegovo 
izražanje je pri zdravem posamezniku med prvim in petdesetim letom starosti konstantno. 
Nekatere raziskave navajajo pogojenost izražanja s spolom, kajenjem, uporabo steroidov in 
z motnjami v delovanju ščitnice (15). Prostorska struktura cisC je prikazana na sliki 1. 
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Slika 1: Prostorska struktura cistatina C [s1]. 
Kolokalizacija cisC z amiloidnimi plaki v možganih bolnikov z AD nakazujejo na 
povezanost cisC z AD. Po nekaterih raziskavah bi lahko preprečeval poškodbe možganov in 
posledično zmanjšal verjetnost za razvoj nevrodegenerativnih bolezni (16). 
1.6 Katepsini 
Katepsini so lizosomske proteaze, ki katalizirajo cepitev peptidne vezi (gr. kathepsin 
pomeni prebaviti). Najpogosteje se znotraj celice nahajajo v lizosomih, saj za svojo 
aktivacijo in delovanje potrebuje razmeroma nizek pH. V novejših raziskavah so katepsine 
zasledili tudi v drugih celičnih organelih ter v zunajceličnem okolju.  
Glede na katalitično aminokislino v aktivnem mestu, jih delimo na tri podskupine. 
Najobširnejša je cisteinska skupina, ki ima v aktivnem mestu aminokislino cistein in zajema 
11 članov (katepsini B, C, F, H, K, L, S, V, W in X). Katepsina D in E spadata med 
aspartatne, katepsin G pa med serinske proteaze. Glede na mesto cepitve, jih delimo na 
endopeptidaze, ki cepijo peptidno vez znotraj molekule oz. na ne-končnih delih verige in 
eksopeptidaze, ki cepijo na končnem delu peptidne verige, bodisi na aminskem 
(aminopeptidaze) ali na karboksilnem koncu (karboksipeptidaze) (17,18). 
1.6.1 Katepsin X  
Katepsin X, poznan tudi kot katepsin Z ali P glede na strukturo in mehanizem delovanja 
uvrščamo v papainsko skupino cisteinskih proteaz. Izkazuje močno hidrolitično aktivnost 
kot mono- oziroma dikarboksilaza, medtem ko je njegova sposobnost cepitve proteinov 
znotraj molekule zelo okrnjena. Katepsin X izražajo med drugim celice imunskega sistema; 
monociti, makrofagi in dendritične celice. Povečane vrednosti so zaznali pri 
nevrodegenerativnih boleznih (Parkinsonova bolezen, AD), raku, vnetnih boleznih in 
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tuberkulozi. Vloga katepsina X pri nevrodegenerativnih boleznih je povezana s cepitvijo 
glikolitičnega encima γ-enolaza, ki je nevron specifični encim, kar pomeni, da je njegovo 
izražanje omejeno predvsem na zrele nevronske celice. γ-enolazo izločajo celice mikroglije, 
imunske celice v osrednjem živčevju, aktivirane pri AD. Vpletena je v več fizioloških 
procesov, ki uravnavajo preživetje nevronov, spodbuja tvorbo nevritov in zmanjšuje 
nevrotoksični učinek amiloidnih depozitov pri bolnikih z AD, ter tako preprečuje prezgodnjo 
smrt živčnih celic. Katepsin X s proteolitično cepitvijo C-terminalnem delu izniči 
nevrotrofični učinek γ-enolaze, saj onemogoči vezavo γ-enolaze na prenašalni protein za 
prenos na plazemsko membrano, kjer γ-enolaza ojača signalne poti, ki jih preko Trk 
receptorjev sprožijo nevrotrofični rastni dejavniki (17,19,20). Prostorsko strukturo katepsina 
X prikazuje slika 2. 
 
Slika 2: Prostorska struktura katepsina X [s2]. 
1.7 Aktin 
Aktin je 42 kDa velik protein, značilen za evkariontske celice. Aktin predstavlja enega 
od treh tipov citoskeleta, ki je zaradi vpletenosti v več celičnih procesov ključen za normalno 
delovanje celice. Sodeluje pri celični delitvi, signalizaciji in celičnem premikanju, hkrati pa 
daje celici in njenim citoplazemskim sestavinam mehansko podporo. 
Monomerna oblika G-aktin polimerizira ob prisotnosti ATP molekul in magnezijevih 
ionov v polimerno obliko F-aktina (slika 3). Na pozitivnem koncu F-aktina poteka dodajanje 
monomerov, medtem ko na drugem koncu poteka depolimerizacija. Proces regulira 
koncentracija G-aktina, kar pomeni, da ob visoki koncentracije G-aktina poteka njegovo 
dodajanje na obeh straneh polimera, v nasprotnem primeru pa se filament na obeh koncih 
krajša (21). 
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Aktin je v celici porazdeljen v obliki dolgih spiralnih vlaken, ki se lahko poljubno 
oblikujejo in razstavljajo. Pri tem pride do njegove polarizacije, iz katere lahko sklepamo v 
kateri celični fazi delitve se celica nahaja oziroma na smer, v katero celica migrira (22). 
 
Slika 3: Prostorski strukturi monomernega G-aktina in polimernega F-aktina. Prirejeno po [s3].  
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2 NAMEN DELA 
V diplomskem delu bomo s pomočjo pretočnega citometra s sočasnim zajemanjem slike 
vrednotili celice PC-12, ki predstavlja modelno celično linijo za preučevanje 
nevrodegenerativnih procesov. Tehnika združuje statistično moč in fluorescentno 
občutljivost konvencionalne pretočne citometrije s prostorsko ločljivostjo digitalne 
mikroskopije. Z naprednimi algoritmi programske opreme bomo obdelali podatke o 
lokalizaciji fluorescence v/na celicah PC-12, ki jih bomo označili s fluorescentnimi barvili 
(DAPI, Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 633 in TRITC). Označevanje bo potekalo neposredno 
(DAPI), s faloidinom (TRITC) ali s protitelesi (Alexa Fluor 488 in 633). 
Znotraj heterogene populacije celic PC-12 bomo iskali fenotipske značilnosti 
posameznih celic in s statističnimi orodji, ki jih ponuja računalniški program IDEAS, 
kritično ovrednotili rezultate. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Kompletno gojišče za celice PC-12 
Sestava kompletnega gojišča za celice PC-12 je prikazana v preglednici 3-1. 
Preglednica 3-1: Sestava kompletnega gojišča. 
Komponenta Volumen Volumski delež 
RPMI-1640 166 mL 83 % 
HS 20 mL 10 % 
FBS 10 mL 5 % 
Penicilin 2 mL 1 % 
L-glutamin 2 mL 1 % 
 
Pripravljeno gojišče premešamo s stripeto in do uporabe hranimo v hladilniku pri 4 °C. 
3.1.2 Pufer PBS 
Sestava pufra PBS (fosfatnega pufra z dodatkom NaCl) je prikazana v preglednici 3-2. 
Preglednica 3-2: Sestava pufra PBS. 
Komponenta Masa Končna koncentracija 
NaHPO4 × 2H2O 1,8 g 0,1 mM 
KH2PO4 0,2 g 1,47 mM 
NaCl 8,0 g 136 mM 
KCl 0,2 g 2,68 mM 
 
Natehtane komponente raztopimo v destilirani vodi, dopolnimo do 1 L in uravnamo pH na 
7,4.  
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3.1.3 Protitelesa 
V preglednici 3-3 so predstavljena uporabljena protitelesa.  
Preglednica 3-3: Uporabljena protitelesa 
Oznaka Opis Koncentracija  
-katX kozja poliklonska protitelesa proti katepsinu X 0,5 mg/mL 
-cisC kunčja poliklonska protitelesa proti cistatinu C 1,6 mg/mL 
-kozja-
AF633 
osličja protitelesa proti kozjiim protitelesom, označena 
s fluoroforom Alexa Fluor 633 
2 mg/mL 
-kunčja-
AF488 
osličja protitelesa proti kunčjim protitelesom, označena 
s fluoroforom Alexa Fluor 488 
2 mg/mL 
 
3.1.4 Drugi reagenti 
Drugi uporabljeni reagenti, njihove oznake in proizvajalec so predstavljeni v preglednici 3-4. 
Preglednica 3-4: Drugi reagenti 
Oznaka Opis Proizvajalec 
BSA goveji serumski albumin Sigma 
EDTA etilendiaminotetraocetna kislina Promega 
FBS fetalni goveji serum Gibco 
HS konjski serum Gibco 
KCl kalijev klorid Sigma 
KH2PO4 kalijev hidrogenfosfat Sigma 
L-glutamin esencialna aminokislina ICN Biomedicals Inc. 
NaCl natrijev klorid Kemika 
nigrozin barvilo Sigma 
penicilin antibiotik Sigma 
formalin Fiksacija Sigma 
triton X-100 Površinsko aktivna snov Sigma 
faloidin-TRITC Označevanje aktinskih struktur Sigma 
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3.1.5 Laboratorijska oprema in aparature 
V preglednici 3-5 so prikazani uporabljena laboratorijska oprema in aparature ter njihov tip 
in proizvajalec.  
Preglednica 3-5: Laboratorijska oprema 
OPREMA TIP IN PROIZVAJALEC 
avtomatske pipete e10 in e120, Biohit 
celični inkubator Binder 
centrifuga Heraeus Megafuge 16R, Thermo Scientific 
gojiščne plastenke TPP Tissue Culture Flasks; 25 cm2, 75 cm2 
hladilnik (+4 °C) Gorenje, LTH 
invertni mikroskop Nikon TMS-F 
komora z laminarnim 
pretokom zraka 
PIO SMBC 183, PIO LFVP9; Iskra 
konično mešalo (vortex) Vibromix 104EV, Tehtnica 
krmilnik pipetiranja Midi Plus, Biohit/Sartorius 
krovna stekelca Alltra d.o.o. 
mini centrifuga Capsulefuge PMC-060, Tomy 
mini centrifuga IKA mini G, IKA Centrifuges 
nastavki za pipete Biosphere 
objektno steklo Thermo Scientific, Menzel Gläser 
pipete 
0,1-2 μL, 0,5-10 μL, 2-20 μL, 10-100 μL, 20-200 μL, 
100-1000 μL mLINE, Biohit/Sartorius 
ploščica za štetje celic 
Tiefe Depth Profounder 0,100 mm 0,0025 mm2, 
THOMA 
polavtomatske pipete 
0,2-2 μL, 0,5-10 μL, 2-20 μL, 10-100 μL, 20-200 μL, 
100-1000 μL, Eppendorf 
suhi inkubator WTB Binder 
zamrzovalnik (-20 °C) Gorenje 
zamrzovalnik (-80 °C) VIP series -86 °C, Sanyo 
 
  
Anja LIPOVNIK Diplomsko delo 
12 
 
3.2 METODE DELA 
3.2.1 Priprava kompletnega gojišča in odtajanje celic 
Sestavine za pripravo kompletnega gojišča smo hranili v zamrzovalniku na -20 °C, zato 
smo jih pred uporabo približno 10 minut odtajali na vodni kopeli, segreti na 37 °C. Ko so 
bili reagenti odtaljeni, smo v aseptičnem prostoru z laminarnim pretokom zraka, po 
predpisanem postopku pripravili kompletno gojišče v gojiščni plastenki (75 cm2).  
Sočasno smo začeli z odtajanjem celic PC-12. Ker je ta postopek za celice stresen, je zelo 
pomembno, da se pri procesu odmrzovanja celic, z izbiro ustrezne metode, zagotovi visoka 
stopnja preživetja celic. Celice PC-12 so bile zamrznjene v tekočem dušiku na -196 °C. Da 
bi preprečili prevelik temperaturni šok, smo celice pred izpostavitvi sobni temperaturi za 
kratek čas postavili v zamrzovalnik na temperaturo -20 °C.  
V falkonko smo sprva odpipetirali 4 mL pripravljenega gojišča, segretega na 37 °C 
(korak 1 na sliki 4). Celice PC-12 smo nato za približno pol minute postavili na vodno kopel 
(korak 2), ter 1 mL delno odtaljenih celic odpipetirali h kompletnemu gojišču v falkonko 
(korak 3). Da bi bila izguba celic med postopkom čim manjša, smo k celicam odpipetirali 1 
mL gojišča (korak 4), na koncu pa v falkonko kvantitativno prenesli še preostanek celic 
(korak 5). Da bi dosegli ločitev celic, ki so ostale v usedlini od odpadnega supernatanta, smo 
falkonko 5 minut centrifugirali pri 1200 RPM. Ta proces mora potekati hitro, zaradi 
prisotnosti dimetilsulfoksida (DMSO), ki je za odmrznjene celice lahko toksičen. Med 
procesom zamrzovanja ga v celični medij dodamo v vlogi krioprotektanta, da bi preprečili 
oz. zmanjšali tvorbo kristalov in s tem celično smrt. Celice smo nato resuspendirali v 200 
µL svežega kompletnega gojišča in prenesli v ustrezno gojiščno plastenko, ter dodali 20 mL 
kompletnega medija. Celoten postopek odtajanja celic PC-12 je prikazan na sliki 4. 
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Slika 4: Postopek odtalitve in nasaditve celic PC-12. 
3.2.2 Gojenje celic PC-12 
Celicam moramo za ustrezno rast in optimalno gostoto zagotoviti primerno okolje. S 
tem namenom jih gojimo v aseptičnem okolju, z nadzorovano temperaturo, vlažnostjo in 
koncentracijo CO2. Pred začetkom dela poskrbimo, da so mikrobiološke komore čiste in 
razkužene s 70 % (V/V) etanolom in da so ostali reagenti ter uporabljeni laboratorijski 
inventar sterilni. Celice gojimo v gojiščni plastenki z regulacijskim zamaškom, ki omogoča 
izmenjavo plinov. Plastenke s celicami hranimo v celičnem inkubatorju v vlažni atmosferi, 
s 5 % CO2, pri temperaturi 37 °C. Da spodbudimo nadaljnjo delitev celic in ohranimo 
njihovo optimalno gostoto, moramo redno menjavati izrabljeno gojišče s svežim, saj bi 
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primanjkljaj hranilnih snovi in rastnih dejavnikov lahko vodil v celično smrt (23). Pod 
invertnim mikroskopom, ki omogoča opazovanje živih celic v gojiščni plastenki, smo redno 
spremljali celično rast. Za bolj učinkovito dokumentacijo smo celice posneli pod 
mikroskopom z digitalnim fotoaparatom (slika 5).  
 
Slika 5: Celice PC-12 v gojitveni plastenki posnete s svetlobnim mikroskopom (40 × povečava). 
 
3.2.3 Štetje celic PC-12 
Celice smo šteli s pomočjo steklene števne komore, imenovane hemocitometer (slika 
6). Ta tehnika omogoča natančno določitev celične viabilnosti. Pri delu smo uporabljali 
temno modro barvilo nigrozin, s katerim smo celice razredčili na tretjino prvotne 
koncentracije, tako da smo 50 µL celične suspenzije dodali 100 µL barvila. Nigrozin vstopa 
v mrtve celice, jih obarva, in s tem loči od neobarvanih živih celic. Celoten postopek 
barvanja in štetja celic pod mikroskopom mora potekati relativno hitro, saj po določenem 
času barvilo prodre tudi v žive celice.  
 
 
 zunanji okvir = 9 mm2 
 najmanjši kvadratek =   
           0,0025 mm2 
 
 
 
Število celic izračunamo po enačbi 1. Pri tem upoštevamo samo neobarvane, žive celice. Po 
potrebi lahko suspenzijo dodatno razredčimo ali koncentriramo. 
 
Slika 6: Hemocitometer [s4]. 
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Enačba 1:  š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 =
( 𝐴 + 𝐵)
2
 𝑥 𝑅 𝑥 104 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐/𝑚𝐿 
 
A,B = število celic v vsakem polju 
R = faktor redčenja 
3.2.4 Označevanje celic 
Celice smo iz gojiščne plastenke prenesli v falkonko. Sledilo je centrifugiranje in 
odlivanje odpadnega supernatanta. Celice smo nato resuspendirali v 2 mL EDTA/PBS in 5 
minut inkubirali na sobni temperaturi ter nato dodali 4 mL svežega gojišča. Nadalje smo 
celice prešteli po postopku, opisanem v podpoglavju 3.2.3.. 
Ko je bila koncentracijo celic zadovoljiva (1-2 milijona celic na vzorec), smo jih razdelili v 
4 mikrocentrifugirke (5 mL) in jih 5 minut centrifugirali na 1200 RPM. Pred začetkom 
analize smo vzorce sprali s PBS pufrom in jih ponovno 5 minut centrifugirali na 1200 RPM. 
V naslednjem koraku smo celice fiksirali z 10 % formalinom (500 µL), 15 minut, na sobni 
temperaturi. Od tukaj naprej smo vzorce po vsakem koraku sprali s PBS pufrom in jih 5 
minut centrifugirali na 2500 RPM. Pri postopku permeabilizacije smo vzorce razdelili v dve 
paralelki, tako da smo dva vzorca permeabilizirali (po enega za določevanje katepsina X in 
enega za določevanje cisC) s 0,0025 % Triton-X100/PBS, 5 minut, na sobni temperaturi. 
Dva vzorca sta služila za kontrolo in 0,0025 % Triton-X100/PBS nista bila izpostavljena. 
Blokado celic smo izvedli v 3 % BSA/PBS (100 µL) in vzorce inkubirali 30 minut na sobi 
temperaturi. Če želimo v poskusu znotrajcelične antigene označiti s protitelesi, moramo to 
storiti po postopku blokade. Postopek označevanja celic je predstavljen na sliki 7. 
3.2.5 Označevanje F-aktina s faloidinom-TRITC 
Prvi del poskusa smo opravili v komori z laminarnim pretokom zraka, v aseptičnih 
pogojih. Najprej smo celice iz gojiščne plastenke prenesli v falkonko in jih centrifugirali na 
1200 RPM 5 min, da smo jih ločili od odpadnega supernatanta. Celice smo nato 
resuspendirali v 5 mL PBS-EDTA, s čimer smo sprostili adherirane celice. Štetje celic smo 
opravili po postopku, opisanem v podpoglavju 3.2.3.. 
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Slika 7: Postopek označevanja celičnih struktur s protitelesi, faloidinom in DAPI. 
 
Za uspešno opravljen poskus potrebujemo od 1 do 2 milijona celic na vzorec. Ko smo 
dosegli želeno koncentracijo celic, smo celično suspenzijo razdelili v 2 paralelki (2 
mikrocentrifugirki po 2 mL); na označene in neoznačene. Sledilo je 5 minutno 
centrifugiranje na 1200 RPM spiranje s PBS pufrom in ponovno centrifugiranje pod enakimi 
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pogoji. Nadalje smo celice fiksirali v 10 % formalinu (500 µL) 15 minut, na sobni 
temperaturi. Formalin zamreži beljakovine, s čimer ustavi življenjske procese in celično 
razgradnjo. Celice je treba fiksirati takoj po odstranitvi iz celične kulture, da omejimo s 
proteolitičnimi encimi povzročeno avtolizo. Če bi bila fiksacija nepopolna, bi lahko prišlo 
do zavajajočega označevanja. Po fiksaciji so celice sposobne ohraniti strukturo in 
morfologijo. Po vsakem koraku je sledilo 5 minut centrifugiranja na 2500 RPM, spiranje s 
PBS in ponovno centrifugiranje pod enakimi pogoji. 
Naslednja stopnja je bila permeabilizacija v 0,025 % Triton-X100 v PBS (250 µL), 5 
minut, na sobni temperaturi. Ta označenim protitelesom omogoča prehajanje celične 
membrane, saj to v normalnih pogojih zaradi njihove velikosti ni mogoče. Blokada celic 
poteka na sobni temperaturi, 30 minut, v 3 % BSA/PBS. V tem koraku poskrbimo, da v 
suspenziji ni nezreagiranega formalina, hkrati pa zmanjšamo nespecifične interakcije, ki 
povzročajo lažno pozitivno označevanje. 
F-aktin smo v celici označili s TRITC konjugatom faloidina. Faloidin je toksin, izoliran 
iz zelene mušnice (Amanita phalloides), ki se veže le ne polimerne in oligomerne oblike F-
aktina in ne na monomerni G-aktin (28). V poskusu smo uporabili fluorescenten konjugat 
faloidina koncentracije 0,5 µg/mL (0,1 µL falodina-TRITC v 200 µL PBS). Vzorec smo 
inkubirali 30 minut na sobni temperaturi, zaščitenega pred svetlobo. Vzorec smo nato 2× 
sprali s PBS in ga resuspendirali v 50 µL PBS. Vzorcem smo na instrumentu ImageStreamX 
izmerili emisijo fluorescence na kanalu 3, saj je kanal, kjer zaznamo fluorescentni signal, 
odvisen od območja emisije fluoroforja. TRITC ima ekscitacijski vrh pri valovni dolžini 552 
nm, za ekscitacijo pa smo uporabili temu najbližji razpoložljivi laser pri 561 nm. 
Ekscitacijski in emisijski spekter TRITC je prikazan na sliki 8. 
 
Slika 8: Ekscitacijski in emisijski spekter fluoroforja TRITC. 
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3.2.6 Označevanje katepsina X 
Vzorcu smo dodali 100 µL kozjih poliklonskih protiteles proti katepsinu X (redčitev 
1:100 v 3 % BSA/PBS) in ga inkubirali 1 uro na sobni temperaturi. Po spiranju s PBS in 5 
minutnem centrifugiranju na 2500 RPM je sledilo označevanje s sekundarnimi protitelesi, 
ki so izdelana proti primarnemu protitelesu in so konjugirana s fluorescentnim 
označevalcem. V konkretnem primeru smo uporabili 0,4 µL oslovskih protiteles proti kozjim 
protitelesom, ki so bila označena z fluorokromom Alexa Flour 663 (redčitev 1:500 v 3 % 
BSA/PBS). Sledila je 45 minutna inkubacija v temi na sobni temperaturi. Pred analizo z 
instrumentom smo celice 2× sprali z PBS pufrom, ter jih nato resuspendirali v 50 µL PBS. 
Alexa Flour 633 ima ekscitacijski vrh pri valovni dolžini 631 nm, zato smo za ekscitacijo 
uporabili temu najbližji laser pri 642 nm (slika 9).  
 
Slika 9: Ekscitacijski in emisijski spekter fluoroforja Alexa Fluor 633. 
 
3.2.7 Označevanje cistatina C 
Ekvivaletnemu postopku, kot pri označevanju katepsina X, smo sledili pri označevanju 
cisC, le da smo v tem primeru uporabili druga primarna in sekundarna protitelesa. Uporabili 
smo 1 µL kunčjih poliklonskih protiteles proti cisC, s končno koncentracijo 1,6 mg/mL. Kot 
sekundarna protitelesa smo uporabili 0,4 µL osličkovih protiteles proti kunčjim, s 
konjugiranim označevalcem Alexa Fluor 488 (redčitev 1:500 v 3% BSA/PBS).  
Alexa Fluor 488 ima ekscitacijski vrh pri valovni dolžini 499 nm, zato smo za 
ekscitacijo uporabili temu najbližji laser pri 488 nm (slika 10). 
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Slika 10: Ekscitacijski in emisijski spekter fluoroforja Alexa Fluor 488. 
 
3.2.8 Označevanje celic z DAPI 
Celice smo s 5 minutnim centrifugiranjem na 1200 RPM ločili od izrabljenega gojišča. 
Nadalje smo celice resuspendirali v PBS/EDTA ter jih prešteli po koraku opisanem v 
podpoglavju 3.2.3. Pripravili smo 3 različne vzorce. Prvi vzorec smo označili s 
fluorescentnim barvilom DAPI. Drugi vzorec je bil označen z enakim barvilom, le da smo 
ga permeabilizirali z 0,1 % TritonX-100 na sobni temperaturi 5 minut. Tretji vzorec je služil 
kot kontrola in drugim dejavnikom ni bil izpostavljen. Označevanje z DAPI je potekalo tako, 
da smo 90 µL suspenzije celic dodali 10 µL barvila in inkubirali 10 minut na sobni 
temperaturi v temi. Celice smo pred analizo sprali s PBS in jih resuspendirali v 50 µL PBS. 
DAPI ima ekscitacijski vrh pri valovni dolžini 359 nm, zato smo za ekscitacijo uporabili 
laser pri 405 nm. Ekscitacijski in emisijski spekter DAPI sta prikazana na sliki 11. 
 
Slika 11: Ekscitacijski in emisijski spekter fluoroforja DAPI. 
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3.2.9 Princip delovanja pretočnega citometra s sočasnim zajemanjem slike 
Celice morajo biti za potrebe analize suspendirane v majhnem volumnu tekočine (20 - 
50 L). Za preizkus z ImageStreamX potrebujemo vsaj milijon suspendiranih celic na vzorec 
(24). Celice se zaradi tankih cevk za zajemanje vzorca ne smejo nahajati v obliki agregatov, 
saj lahko v nasprotnem primeru pride do zamašitve. Razbitje že obstoječih celičnih 
agregatov lahko dosežemo z dodatkom EDTA v suspenzijo celic, ki sprosti adherirane 
celice. Preiskovane celice se v osnovni suspenziji gibljejo naključno, z neenakomerno 
hitrostjo in se držijo blizu skupaj. Meritve bi pod takimi pogoji dale zelo variabilne in 
neverodostojne rezultate, zato se vzorec po prevzemu v instrument usmeri v pretočno 
komoro. Tukaj so celice podvržene hidrodinamskemu fokusiranju, to je procesu, kjer celice 
potujejo v konstantnem laminarnem toku tekočine (sheath fluid), najpogosteje v PBS pufru, 
brez dodatkov površinsko aktivnih snovi ter v odsotnosti magnezijevih in kalcijevih ionov 
(24). Hidrodinamsko fokusiranje omogoči, da celice potujejo z enakomerno hitrostjo po eni 
sami osi, s čimer zagotovimo, da mesto interakcije z laserjem prečkajo posamično. Tlak je 
pomemben parameter tekom analize, saj z njim reguliramo hitrost sistema. Pri visokem tlaku 
analize sicer potekajo hitreje, vendar je verjetnost napak med izvajanju meritev, zaradi 
prečkanja skupkov celic skozi laser, večja. Tok, v katerem potujejo celice je paralelno 
izpostavljen svetlobnemu viru (brightfield) in ortogonalno laserskemu snopu svetlobe. Ko 
svetlobni žarek prestreže tok, v katerem potujejo celice, večina fotonov neovirano preide 
skozi nekaj svetlobe pa se pri tem odbije od celičnih struktur in povzroči sipanje svetlobe. 
Preko količine sipane svetlobe lahko določimo velikost celic, saj sta parametra 
premosorazmerna (10).  
Za preiskovanje specifičnih celičnih komponent najpogosteje uporabljamo protitelesa, 
ki so običajno konjugirana s fluorokromi in so specifična za določene antigene v ali na celici 
(10). Fluorokromi so spojine, ki emitirajo svetlobo večje valovne dolžine, kot jo absorbirajo. 
Za njih je značilno, da v osnovnem stanju ne fluorescirajo ter imajo relativno nizko energijo 
(stabilna konfiguracija) (11). Ko preiskovane celice prečkajo laserski snop svetlobe, 
fluorokromi ki so kovalentno vezani na določena protitelesa, absorbirajo svetlobo in s tem 
preidejo v vzbujeno stanje. To stanje ni stabilno in molekula se v njem lahko nahaja zelo 
kratek čas (med 10-15 in 10-9 sekunde). Molekula se nato iz vzbujenega stanja vrne v 
osnovno, tako da oddaja energijo v obliki svetlobe, ki ima nižjo energijo in s tem večjo 
valovno dolžino, kot absorbirana svetloba (26). Na sliki 12 je prikazan celoten postopek 
zajema slike celice z instrumentom ImageStreamX. 
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Slika 12: Optična pot zajema slike na instrumentu ImageStream [s5]. 
Instrument omogoča, da izbiramo med tremi različnimi povečavami. Najmanjša 20-
kratna povečava nam omogoča širši spekter, kar največkrat izkoriščamo pri preučevanju 
večjih celic, 60-kratno povečavo pa uporabimo, ko želimo imeti višjo resolucijo slikanja.  
Vsa zbrana svetloba, ki je bila proizvedena tekom ekscitacije, se usmeri na spektralno 
dekompozicijske elemente. To je serija »long pass« filtrov, ki so postavljeni pod točno 
določenim kotom, da zbrano svetlobo razdelijo v različne emisijske valovne dolžine in jih 
usmerijo na CCD detektor (charge-coupled device), ki je nedvomno eden najpomembnejših 
delov instrumenta. CCD senzor sestavlja vrsta polprevodnih elementov, ki so občutljivi na 
svetlobo (27). Ko svetloba zadane ob senzor, to zaznajo slikovni elementi (piksli), ki kot 
odgovor na privzete fotone začnejo proizvajati elektrone. Dobljene podatke o električnem 
naboju zbiramo v procesorju, kjer dobimo informacije o deležu barv v posameznem 
slikovnem elementu. Za tvorbo slike potrebujemo filtre, saj fotodiode ki sestavljajo senzor, 
ne prepoznajo barv, temveč zaznajo le intenzivnost emitirane svetlobe. CCD kamera operira 
v sistemu TDI (time delay integration), ki omogoča da se preiskovani objekt posname na 
njegovi celotni poti. Svetloba je integrirana na celotni dolžini detektorja s čimer lahko 
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dosežemo visoko fotonsko občutljivost (24).  
 
3.2.10 Pridobivanje podatkov s programom INSPIRE 
Slikovni pretočni citometer ImageStreamX, ki smo ga uporabljali za analize tekom 
diplomskega dela, za svoje delovanje uporablja programsko opremo INSPIRE. Instrument 
je treba pred vsako uporabo ustrezno kalibrirati oziroma umeriti, s čimer z vrsto zaporednih 
operacij zagotovimo natančnost in verodostojnost opravljenih meritev. Sistem testiramo z 
uporabo nano kroglic (SpeedBeads), ki se nemoteno pretakajo z vzorcem in umerjajo 
inštrument ter uravnavajo fokus slikanja.   
Instrument uporablja reagente, ki so formulirani tako, da optimizirajo njegovo 
delovanje. Pred začetkom analize in po njej moramo slediti predpisanemu protokolu čiščenja 
in sterilizaciji sistema. Po vsaki uporabi instrument ugasnemo, pred tem se prepričamo da 
so posode s čistilnimi reagenti polne, posoda z odpadki pa prazna. Ta proces samodejno 
izklopi vse vire svetlobe ter spere celotni fluidni sistem z vodo, sterilizatorjem, čistilom, z 
odstranjevalcem mehurčkov ter ponovno z vodo. Sterilizator se v sistemu zadrži 10 minut s 
čimer zagotovi dekontaminacijo instrumenta. Celoten postopek zaustavitve traja 45 minut in 
ga ni treba nadzorovati.  
Na kontrolni plošči instrumenta najdemo orodja za izbiro operacij in pridobivanje 
rezultatov ter podatke o delovanju.   
V delu za vzorčenje lahko vzorec po koncu analize vrnemo v mikrocentrifugirko (ukaz 
»Return«) ali pa ga usmerimo v posodo z odpadki (ukaz »Load«). V razdelku za zbiranje 
podatkov (»File Acquisition«) izberemo ime datoteke in mapo za shranjevanje rezultatov 
analize, določimo zaporedno številko poskusa, število celic, ki jih instrument prešteje in 
populacijo, iz katere jih izbira.  
V sekciji za osvetlitev lahko vključujemo in izključujemo lasersko in brightfield 
svetlobo ter določamo njuno intenziteto. Izbiramo lahko med različnimi kanali, ki jih želimo 
uporabiti za projiciranje celice in so oštevilčeni od 1 do 12. Kanal 1 in 9 sta brightfield 
kanala, 6 in 12 sta namenjena stranskemu, preostali pa laserskemu sipanju svetlobe. Vsem 
laserjem je mogoče spreminjati intenziteto in so definirani z območjem, v katerem 
preiskovana spojina ekscitira. Instrument, ki smo ga uporabljali v diplomski nalogi ima 5 
ekscitacijskih laserjev (405 nm, 488 nm, 561 nm, 642 nm in 785 nm). Pri tem je treba vedeti, 
da je en fluorofor lahko ekscitirano z več kot enim laserjem, kar lahko povzroči spektralno 
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prekrivanje in pojav signala več kanalih.  
Za potrebe analize lahko izbiramo med tremi različnimi povečavami (20 ×, 40 ×, 60 ×). 
Z obkljukanjem kvadratka ob napisu EDF vključimo izboljšano globino polja (extended 
depth of field), ki je uporabna predvsem v primerih, ko je ostrina celotne slike celice 
ključnega pomena za analizo. 
Pred začetkom analize nastavimo še hitrost zagona in njegovo občutljivost. Pri tem je 
treba upoštevati, da sta hitrost in občutljivost obratno sorazmerni (24). 
3.2.11 Obdelava podatkov s programom IDEAS 
Po pridobitvi podatkov s programom INSPIRE lahko začnemo z njihovo obdelavo v 
programu IDEAS. Podatki so shranjeni v formatu .rif (raw image file), ki vsebuje 
informacije o nastavitvah inštrumenta, intenzitete slikovnih elementov, in neobdelano 
slikovno gradivo, pridobljeno z aplikacijo INSPIRE.  
Ob odprtju datoteke .rif se ji dodeli obstoječa ali nova kompenzacijska matrika, ki služi 
za fluorescenčno kompenzacijo in odstrani spektralno prekrivanje. S tem se ustvarita dve 
dodatni datoteki, .cif (compensated image file) in .daf (data analysis file). Za analize se 
uporablja .daf, ki omogoča izvajanje preračunov, izrisovanje grafov in statistično obdelavo 
podatkov. Iz ene .rif datoteke lahko ustvarimo več .cif in iz slednje več .daf datotek. 
Za vodene analize zbranih podatkov IDEAS ponuja številne čarovnike, tako za osnovne, kot 
tudi za zahtevnejše, bolj specifične analize.  
V prvem koraku diplomskega dela smo za vrednotenje celične linije PC-12 uporabili 
»Feature finder wizard«, ki je najprimernejši za morfološke analize celic. Datoteka, ki jo 
odpremo s tem čarovnikom, mora vsebovati oba fenotipa celic, ki ju želimo ločiti. Vnos 
podatkov je voden in poteka v več korakih, s katerimi zaporedno krčimo populacijo celic, 
da v tej ostanejo zgolj celice, primerne za statistično analizo.   
V drugem in tretjem delu diplomske naloge smo za vrednotenje celične linije PC-12 
uporabili »Begin analysis wizard«. To je osnovni čarovnik, s katerim na celicah izvedemo 
preproste operacije, kot so izbira fokusiranih in singletnih celic ter celic z višjo intenziteto 
signala.  
Nadalje smo uporabili še druge funkcije, ki jih ponuja program. Osredotočili smo se 
predvsem na tiste, ki celice ločuje na podlagi intenzitete signala (29). 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 AKTIN 
4.1.1 Korak 1: izbira najbolje fokusiranih celic  
V prvem koraku iz celotne populacije izločimo celice, ki niso pravilno izostrene. Na 
ukaz se izriše histogram, ki prikazuje vrednosti gradienta RMS prvega kanala (brightfield). 
Boljša kot je ostrina celice, višja je vrednost gradienta RMS. S klikom na poljubno območje 
v histogramu se prikaže celica z izbrano ostrino. Z daljico ročno določimo območje, v 
katerem ležijo celice, katerih ostrina je zadovoljiva za potrebe analize. Histogram vrednosti 
gradienta RMS za izbiro fokusiranih celic je prikazan na sliki 13. 
 
Slika 13: Izbira fokusiranih celic. 
4.1.2 Korak 2: izbira singletnih celic 
V drugem koraku izločimo celice, ki se tekom analize niso ločile in se pojavljajo v 
skupkih. Izriše se graf, ki prikazuje razmerje med cirkularnostjo celice in njeno površino. Na 
y-osi je predstavljeno razmerje med širino in dolžino celice. Bolj kot se ta vrednost približuje 
1, bolj so celice okrogle. Na x-osi je predstavljena površina celice. Običajno želimo singletne 
in okrogle celice, kar pomeni, da morajo biti vrednosti na y-osi čim bližje vrednosti 1, 
vrednosti na x-osi pa zaradi prisotnih nanokroglic ter večjih celičnih agregatov, ne smejo biti 
ne prenizke in ne previsoke. Ponovno ročno očrtamo območje, v katerem ležijo primerne 
celice.  
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Graf površine in cirkularnosti celic je prikazan na sliki 14. 
 
Slika 14: Izbira singletnih celic. 
4.1.3 Korak 3: izbira kanalov  
V tretjem koraku izberemo en ali dva kanala, ki ju želimo uporabiti za nadaljnje 
morfološke analize. Izriše se graf, na katerem je prikazana intenziteta v posameznem kanalu. 
V primeru, da smo izbrali le en kanal, je na y-osi prikazana normalizirana frekvenca.  
Na sliki 15 je prikazan graf inetenzitete kanala 3. Z daljico določimo območje, v katerem 
ležijo celice z dovolj visoko intenziteto. 
 
Slika 15: Izbira celic z zadovoljivo intenziteto signala. 
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Na sliki 16 je prikazan graf intenzitete kanalov 3 in 6. V očrtanem območju rumene 
barve ležijo celice z zadovoljivo intenziteto obeh izbranih kanalov.    
 
Slika 16: Izbira celic z zadovoljivo intenziteto signala pri dveh kanalih. 
4.1.4 Korak 4: izbira dveh subpopulacij 
V tem koraku izberemo dve subpopulaciji, ki ju želimo ločiti glede na izbrano 
morfološko značilnost. Med v prejšnjih korakih zoženo populacijo ročno izberemo dva 
reprezentativna vzorca, ki naj vsebujeta minimalno 25 celic. Na podlagi teh vzorcev program 
sam razdeli populacijo na dve subpopulaciji. V diplomskem delu smo subpopulaciji ločili 
glede na polariziranost aktina v celici. Celice z uniformno porazdelitvijo aktina so prikazane 
na sliki 17, polarizirane celice pa na sliki 18. Na podlagi rezultatov, dobljenih z 
označevanjem aktinskih vlaken smo sklepali, da imajo celice PC-12 različno porazdelitev 
aktina. 
 
Slika 17: Uniformna porazdelitev aktina. 
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Slika 18: Polarizirana porazdelitev aktina. 
4.1.5 Korak 5: izbira kanala in funkcije  
V petem koraku izberemo kanal in lastnost, na podlagi katere bo program ločil 
subpopulaciji. Izbiramo lahko med petimi različnimi kategorijami: lokacija, oblika, velikost, 
tekstura in moč signala. Vsaka od teh kategorij vsebuje več podkategorij, med katerimi 
program izbere tri, ki subpopulaciji najbolje ločijo.   
4.1.6 Rezultati 
V zadnjem koraku je v analizno območje dodana statistična preglednica. V njej so 
lastnosti ločene glede na vrednost povprečja statističnega parametra RD, ki je definiran kot 
razlika povprečnih vrednosti obeh subpopulacij deljena z vsoto standardnih deviacij. Večja 
kot je vrednost parametra RD, boljša je ločitev dveh subpopulacij v dani lastnosti.  
Slike 19-21 prikazujejo rezultate pridobljene z analizo teksture vzorcev prikazanih na slikah 
17 in 18. Vzorca smo primerjali na podlagi slik pridobljenih na kanalu 3. 
 
 
Slika 19: Lastnosti, po katerih se subpopulaciji najbolj razlikujeta. 
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Slika 20: Prikaz ločitve vzorcev. 
 
 
Slika 21: Prikaz ločitve subpopulacij. 
 
RD vrednosti pri analizi teksture so bistveno višje kot pri analizah ostalih parametrov 
in znašajo 1,45, 1,32 in 0,97 za tri podkategorije, po katerih se vzorca najbolj razlikujeta. Na 
sliki 20 je prikazana razpršenost celic v ročno izbranem vzorcu, na sliki 21 pa v celotni 
populaciji. Rumene točke na grafih predstavljajo uniformne, vijolične pa polarizirane celice. 
Prekrivanje obeh območij je relativno majhno, iz česar sklepamo, da je ločitev uspešna tudi 
na celotni populaciji.  
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Na abscisi je predstavljena modulacija, ki je definirana z enačbo 2 (29). 
 
Enačba 2:   𝑀𝑜𝑑𝑢𝑙𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 =
max 𝑝𝑖𝑥𝑒𝑙−min 𝑝𝑖𝑥𝑒𝑙
max 𝑝𝑖𝑥𝑒𝑙+min 𝑝𝑖𝑥𝑒𝑙
 
 
Pričakovano imajo celice z uniformno porazdelitvijo aktina nižjo vrednost modulacije, 
saj je pri njih razlika med maksimalno in minimalno intenziteto slikovnih elementov manjša, 
kot pri polariziranih celicah. 
Podobno velja za standardno deviacijo, ki je predstavljena na ordinati in nam daje 
informacije o celotni distribuciji intenzitete slikovnih elementov, ter je kot taka dober 
indikator kompleksnosti in teksture preiskovanega objekta. Polarizirane celice imajo zato 
višje vrednosti standardne deviacije. 
4.2 CISTATIN C  
Preverjali smo intenziteto signala cisC pri permeabilizranih in nepermeabiliziranih 
celicah. S tem smo lahko določili prisotnost oz. odsotnost in lokacijo izbranega proteina. 
Grafični prikaz rezultatov je predstavljen na sliki 22. 
Krivulja oranžne barve predstavlja nepermeabilizirane, krivulja rumene barve pa 
permeabilizirane celice. Pod grafom je prikazana statistika s povprečno intenziteto za 
posamezen vzorec. 
 
Slika 22: Intenziteta signala vzorcev z označenim cisC. 
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Iz grafa na sliki 22 je razvidno, da imajo permeabilizirane celice na kanalu 2 v povprečju 
več kot dvakrat višjo intenziteto signala. Ta predstavlja vsoto vrednosti slikovnih elementov 
v posamezni celici, pri čemer je bilo ozadje celice odstranjeno.  
Slika 23 prikazuje krivuljo vrednosti povprečnega slikovnega elementa v posameznih 
permeabiliziranih (rumena barva) in nepermeabiliziranih celicah (oranžna barva). 
 
Slika 23: Vrednost povprečnega slikovnega elementa vzorcev z označenim cisC. 
Podobno kot za intenziteto, velja tudi za vrednost povprečnega slikovnega elementa v 
celicah. Permeabilizirane celice imajo višjo vrednost intenzitete povprečnega slikovnega 
elementa.  
Rezultati nakazujejo, da je bila permeabilizacija celic uspešna. Krivulji oranžne barve, ki 
ustrezata nepermeabiliziranim celicam, predstavljata cistatin, ki je bil prisoten na površini 
celic pred permeabilizacijo. S postopkom permeabilizacije z 0,025 % Triton-X100/PBS smo 
označenim protitelesom omogočili prehajanje celične membrane in označevanje cisC znotraj 
celice, ki v normalnih pogojih, zaradi njihove velikosti ni mogoče. Krivulji rumene barve 
tako predstavljata celokupno vsebnost cisC na površini in znotraj celice. Razliko med 
rumenima in oranžnima krivuljama predstavlja cistatin v notranjosti celice. 
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4.3 KATEPSIN X 
Za označevanje katepsina X smo kot primarna uporabili kozja poliklonska protitelesa 
proti katepsinu X, za sekundarna pa osličkova proti kozja protitelesa z vezanim 
fluorescentnim označevalcem Alexa flour 633. Intenziteto fluorescence smo merili na kanalu 
11, posebej za permeabilizirane in nepermeabilizirane celice.  
Slika 24 prikazuje dobljeni intenziteti signala za posamezen vzorec. Krivulja oranžne barve 
ustreza nepermeabiliziranim, krivulja rumene barve pa permeabiliziranim celicam. Pod 
krivuljama je izračunana povprečna vrednost intenzitete. 
 
Slika 24: Intenziteta signala vzorcev z označenim katepsinom X. 
Iz grafa je razvidno, da imajo permeabilizirane celice pričakovano višje vrednosti 
intenzitete signala. Nekoliko nepričakovana je relativno majhna razlika med vzorcema, saj 
se katepsin X pod normalnimi pogoji primarno nahaja v lizosomu celice, kar pomeni da 
signala nepermeabiliziranih celic ne bi smeli videti. Dobljene rezultate bi lahko pojasnile 
nekatere novejše raziskave, ki navajajo, da je katepsin X prisoten tudi v drugih celičnih 
strukturah in zunajcelični tekočini ter celo vezan na plazemsko membrano. Nepričakovano 
fluorescenco bi lahko pojasnile tudi nespecifične vezave protiteles s proteini na površini 
celice.  
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Na sliki 25 so prikazane vrednosti povprečnega slikovnega elementa v permeabilizitanih in 
nepermeabilizitanih celicah. 
 
Slika 25: Vrednost povprečnega slikovnega elementa vzorcev z označenim katepsinom X. 
Razvidno je, da je vrh krivulje oranžne barve, ki predstavlja nepermeabilizirane celice, pri 
nižjih vrednostih, kot v primeru permeabilizitanih celic, kar se sklada s pričakovanji. 
4.4 DAPI  
Primerjali smo intenziteto fluorescentnega signala celic označenih z barvilom DAPI s 
tistimi, ki so bile dodatno obdelane z 0,1 % TritonX-100. Tretji vzorec je služil kot kontrola. 
DAPI (kemijsko ime 4',6-diamidino-2-fenilindol) je modro fluorescentno barvilo, ki se 
prednostno veže na AT regije v dvoverižni molekuli DNA. DAPI skozi nepoškodovano 
celično membrano prehaja le pri visokih koncentracijah. Po pričakovanjih fluorescentnega 
signala pri kontrolnem vzorcu nismo zaznali. Pri vzorcih označenih z DAPI, smo signal 
zaznali na kanalu 7. Grafični prikazi so na sliki 21 in 22. Iz grafa je razvidno, da je signal 
pri celicah, ki so bile dodatno obdelane z 0,1 % TritonX-100, večji. Dobljene rezultate smo 
pričakovali, saj DAPI skozi nepoškodovano celično membrano ne prehaja in lahko 
posledično vstopa samo v mrtve celice. Če celice permeabiliziramo, s tem povečamo 
prepustnost membrane in s tem omogočimo vstop barvila tudi v nepoškodovane celice (30).  
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Sliki 26 in 27 prikazujeta intenziteto signala permeabiliziranih in nepermeabiliziranih celic, 
barvanih z barvilom DAPI.  
 
Slika 26: Intenziteta signala permeabiliziranih celic, barvanih z DAPI. 
 
 
Slika 27: Intenziteta signala nepermeabiliziranih celic, barvanih z DAPI. 
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5 SKLEP 
V okviru diplomskega dela smo se ukvarjali z vrednotenjem celične linije PC-12, ki 
velja za uveljavljen celični model AD. Rezultate smo pridobili s pomočjo slikovne pretočne 
citometrije, ki velja za eno izmed najnaprednejših in najzanesljivejših metod na področju 
celične biologije.  
Za obdelavo podatkov smo uporabili program IDEAS, ki omogoča napredne 
morfološke in statistične analize.  
V prvem koraku smo preverjali distribucijo aktina v celicah PC-12. Za označevanje smo 
uporabili faloidinov konjugat TRITC. Populacijo celic smo razdelili na dve subpopulaciji, z 
uniformno in polarizirano distribucijo aktina. Uspešnost ločitve smo ovrednotili s 
statističnim parametrom RD. Pričakovano sta se subpopulaciji najbolje ločili na podlagi 
teksture.  
V drugem koraku smo locirali cisC v celicah in na njihovih površinah. Pripravili smo 
dva vzorca, permeabiliziranih in nepermaeabiliziranih celic ter določali intenziteto signala. 
Ugotovili smo, da je signal pri permeabiliziranih celicah bistveno višji, kar se sklada s 
teorijo, saj označena protitelesa v normalnih pogojih zaradi svoje velikosti niso zmožna 
prehajati celične membrane.  
Enak postopek smo izvedli za določevanje katepsina X, ki se primarno nahaja v 
lizosomih celic. Razlika v intenziteti signala permeabiliziranih in nepermeabilziranih celic 
je bila presenetljivo majhna, kar bi lahko pojasnili bodisi z nespecifično vezavo protiteles na 
proteine na površini celice, bodisi z izločanjem katepsina X v zunajcelično okolje.  
Ekvivalentno smo vrednotili prehajanje barvila DAPI skozi celično membrano pri 
permeabiliziranih in nepemeabiliziranih celicah in ponovno ugotovili višje vrednosti signala 
pri permeabiliziranih celicah. 
Pretočna citometrija s sočasnim zajemanjem slike se je izkazala kot primerno orodje za 
vrednotenje celične linije PC-12. Glavne prednosti te metode, ki so jih zaznali, so izjemna 
natančnost, sposobnost objektivne analize velikega števila celic v kratkem časovnem 
obdobju in možnost iskanja fenotipskih značilnosti posameznih celic v heterogeni populaciji.  
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